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MUKLEINSAUREARRAY BESTEHEND AUS SELEKTIVEN MONOZ YTEN - MAKROPHAGEN - GENE 

Beschreibung 

5 

Die Erfindung betrifft einen Array bestehend aus Oligo- 
oder Polynukleotidsonden, die immobilisiert auf einen 
festen Trager aufgebracht sind. Das Array ist dadurch 
charakterisiert, dass auf der Oberflache Sequenzen einer 

10 Auswahl oder aller der in den Tabellen 1-6 genannten se- 
lektiven Monozyten-Makrophagen-Gene gebunden sind. Dieser 
Nukleinsaure-Array ermoglicht die Diagnose der rheumatoi- 
den Arthritis, eine begleitende Analyse der B,ehandlungs- 
effektivitat und die Oberwachung von Nebenwirkungen bei 

15 der anti-Tumornekrosef aktor- (TNF) -Therapie und somit die 
Auswahl der fur den jeweiligen Patienten mit rheumatoider 
Arthritis am wirkungsvollsten Therapie. Die vorliegende 
Erfindung betrifft ferner einen Nukleinsaure-Array zur 
Prognose und zur Entwicklung neuer anti-TNF gerichteter 

20 Pharmaka oder solcher Pharmaka, die in dessen Regelkreis 
eingreif en . 

Die Zellen des Monozyten / Makrophagen-Systems sind an 
der Aktivierung und Auf rechterhaltung von Entzundungskas- 

25 kaden im Blut und im Gewebe z. B. im Rahmen der rheuma- 
toiden Arthritis und bei anderen chronisch entziindlichen 
Erkrankungen, aber auch bei autoaggressiven Erkrankungen 
wesentlich beteiligt. Bei diesen Erkrankungen sind Mono- 
zyten und Makrophagen hoch aktiviert, zeigen Veranderun- 

30 gen im Besatz ihrer Oberf lachen-Molekiile, treten mit an- 
deren Zellen in Kontakt und sezernieren bestimmte Boten- 
stoffe wie u. a. TNF-alpha, die daftir sorgen, den Entziin- 
dungsvorgang zu unterhalten. TNF-alpha ist ein von Mono- 
zyten / Makrophagen, Lymphozyten und Mastzellen gebilde- 

35 tes Zytokin mit Einfluss auf Entzundung, Sepsis, Lipid- 
und Proteinstof fwechsel, Blutbildung f Angiogenese, Wund- 
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heilung und Immunabwehr, das aber auch zytolytische bzw. 
zytostatische Wirkung auf Tumorzellen hat. 

Bei entzundlichen Erkrankungen zeigen Monozyten 
5 Makrophagen ein charakteristisches , pathologisch veran- 
dertes Genexpressionsmuster mit deutlichen . Abweichungen 
im Vergleich zu gesunden Probanden. Mit dem Fachmann be- 
kannten bioinf ormatischen Methoden wie z. B. der Signifi- 
kanz- und Clusteranalyse lassen sich u. a. Gene mit ahn- 
10 lichem Verhalten und hoch- oder niederregulierte Gene aus 
den Hybridisierungsmustern eines Nukleinsaurearrays 
bestimmen . 

Die zunehmende Verf ugbarkeit der Hochdurchsatz-Verf ahren 

15 in Form von Nukleinsaurearrays, die exponentiell anwach- 
senden Inf ormationen zum humanen Genom und der Genexpres- 
sion, sowie die globale Vernetzung von Datenbanken mit 
strukturierten biomedizinischen Inf ormationen wird die 
Betrachtungsweise chronisch ent ziindlicher und entztind- 

20 lich-rheumatischer Krankheitsbilder grundlegend veran- 
dern. Aus dem verbesserten Verstandnis der molekularen 
Grundlagen der zell~, gewebs- und krankheitsspezif ischen 
Genexpression lassen sich die molekularen Ablaufe defi- 
nieren und tragen dazu bei, eine fruhere Diagnose und 

25 verbesserte Prognose zu erlauben. Zum anderen gewahrleis- 
ten Mikroarray-Technologien ef f ektivere Therapief ormen 
fur die rheumatoide Arthritis und fur andere chronisch 
entziindliche Erkrankungen zu entwickeln und ermoglichen 
ein schnelles Screeningsystem. Ferner erlauben diese mul- 

30 tiplen Verfahren die Entwicklung von pharmazeutischen und 
biologisch wirksamen Medikamenten (Biologicals ) zu be- 
schleunigen und die Testphasen der Medikamentenwirkung, 
wie auch die Beurteilung der Medikamenten Nebenwirkungen 
schneller beurteilen zu konnen . Aus diesem Grund stellt 
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dieses Verfahren einen volkswirtschaf tlichen und wirt- 
schaftlichen Gewinn dar. 

Die Mikroarray Technologie stellt eine Miniaturisierung 
5 analytischer Verfahren auf der Basis der DNA- bzw. RNA- 
Hybridisierung im Hochdurchsatz-Verf ahren dar. Gleichzei- 
tig konnen dadurch viele tausend verschiedene DNA /DNA - 
(DNA/RNA-) Wechselwirkungen innerhalb eines Testansatzes 
analysiert werden. mRNA-Expressionsprof ile werden mittels 

10 DNA-Arrays durch die Hybridisierung von markierten cRNA 
oder cDNA-Proben bestimmt. Diese Technologien erfordern 
ein hohes Mali an Automatisierung und Standardisierung mit 
Aufbau und Nutzung entsprechender Proben- und Datenbanken 
(Sequenzinf ormationen, Oligonukleotide) . Die derzeit ver- 

15 wendeten DNA-Arrays unterscheiden sich im Tragermaterial 
(Nylonmembranen, Glasoberflachen, Edelmetall bedampf te 
Glasoberf lachen, Kunststoffe) , der Lange bzw. der Her- 
stellung der an den Trager immobilisierten DNA-Sequenzen 
und der Markierungstechnik fur eine zu bindende Probe. In 

20 Analogie zu den Methoden der DNA-Hybridisierung beim Sou- 
thern-/Dot-Blot konnen DNA-Sequenzen auf einem Filter 
punktformig und in systematischer Reihenfolge mit einem 
Druckkopf durch Spotting, durch Piezo-Druckverf ahren 
(Tintens trahltechnologie > oder durch Photolithographie 

25 (chemische Direktsynthese auf dem Tragermaterial) fixiert 
werden. Die DNA kann dabei eine cDNA, ein PCR-Produkt o- 
der ein synthetisch hergestelltes Oligonukleotid sein. 
Jede dieser auf getragenen Sequenzen ist damit einem spe- 
zifischen Ort in einer bekannten Anordnung zugeteilt. Aus 

30 einer klinischen oder aber pharmazeutisch zu untersuchen- 
den Probe kann RNA aufgereinigt werden und nach Umschrei- 
bung durch reverse Transkription mit den auf dem Array 
befindlichen komplementaren Nukleinsaurenstrangen die in 
einer hohen genomweiten Anzahl oder aber einer bereits 
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vorselektionierten Anzahl aufgebracht sind hybridisiert 
werden. Die Markierung der Probe erfolgt dabei mittels 
eingebauter radioaktiver Nukleotide, iiber Biotin- 
Streptavidin Wechselwirkungen, Digoxigenin-Enzym Verstar- 
5 kungen oder aber iiber direkte oder indirekte eingebaute 
Fluoreszenzf arbstof f e . Das Auslesen der Information er- 
folgt iiber die Intensitat der Radioaktivitat oder der 
Fluoreszenz an einem spezifischen Ort des Tragermaterials 
und lasst somit Ruckschlusse zu, welche relative Menge an 
10 spezifisch gebundener DNA- bzw. RNA-Sequenz in der mar- 
kierten Probe vorhanden war. 

Das An- und Abschalten von Genen ist Grundlage aller bio- 
logischen Prozesse und auflerdem eine extrem sensitive 

15 Antwort auf veranderte aufiere Bedingungen . Mit der Ex- 
traktion von RNA aus einer biologischen Probe, dem Ein- 
wirken von markierter cDNA oder RNA auf einen Nukleinsau- 
re-Array (Hybridisierung) und dessen Analyse ist inner- 
halb ktirzester Zeit eine grofie Fiille von Inf ormationen 

20 iiber den Zustand der Zellen in der biologischen Probe un- 
ter veranderten Bedingungen moglich. Die auf der Hybridi- 
sierung von Nukleinsauren beruhende Technologie hat den 
Vorteil einer extrem hohen Spezifitat, Sensitivitat und 
relativ leichten, schnellen Durchf iihrbarkeit . 

25 

Geschieht das An- oder Abschalten von Genen in Monozy- 
ten/Makrophagen in nicht physiologischer Weise, so kann 
es die Ursache von entziindlichen Erkrankungen oder ein 
messbares Zeichen fur diese sein. Die Therapie mit anti- 
30 TNF wirksamen Medikamenten sollte im Idealfall die patho- 
logisch veranderte Genexpression in den betroffenen Zel- 
len auf das Niveau von gesunden Patienten normalisieren . 
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Durch Untersuchung der Genexpressionsprof ile ist zu er- 
warten, dass eine neue molekulare Charakterisierung der 
rheumatoiden Arthritis und anderer chronisch entzundli- 
cher Erkrankungen moglich wird und damit eine Einteilung 
5 in Subgruppen nach pathophysiologischen Besonderheiten 
erfolgt. Bei den entzundungshemmenden anti-TNF Therapien 
stehen somit prognostische Vorhersagen in Aussicht liber 
die Agressivitat im weiteren Verlauf. Dies wilrde bereits 
friihzeitig Einflufi auf die Wahl und Intensitat der medi- 

10 kamentosen Therapie mit den bisher bekannten bei chroni- 
schen Entziindungen verwendeten Medikamenten, aber auch 
mit biologisch wirksamen TNF-Blockern ausiiben. Zum ande- 
ren ergeben sich hieraus weitere Ansatzpunkte, urn die 
Therapief orm im Hinblick auf die potentiellen Nebenwir- 

15 kungen durch Einf lussnahme dieser Medikamente zu gestal- 
ten und die Auswirkung der Nebenwirkungen rechtzeitig ab- 
zuschatzen . 

Durch anti-TNF gerichtete Therapien bei der rheumatoiden 
20 Arthritis und anderen chronisch entziindlichen oder auto- 
aggressiven Erkrankungen wird zum einen eine potentielle 
Entstehung neoplastischer Veranderungen bis hin zur Tu- 
morbildung diskutiert, zum anderen vermindert die anti- 
TNF Therapie die Immunabwehr, sodass bei den behandelten 
25 Patienten vermehrt Infektionen auftreten, u. a. Tuberku- 
lose - 

Mit Hilfe von Nukleinsaure-Array-Systemen kann die Ex- 
pression tumorrelevanter Gene im Verlauf der anti-TNF Be- 
30 handlung iiberpruft und somit friihzeitig Hinweise auf mog- 
liche neoplastische Veranderungen geben, so dass einer 
beginnenden Tumorentwicklung rechtzeitig entgegengesteu- 
ert und die anti-TNF Therapie entsprechend angepasst o- 
der falls notig abgebrochen werden kann. 
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Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Mittel zur 0- 
berwachung der Wirksamkeit sowie von Nebenwirkungen der 
anti-TNF Therapie zu schaffen, aber auch die Feindiagnos- 
5 tik einer entziindlichen Erkrankung und damit die Auswahl 
der fur den jeweiligen Patienten effektivsten Therapie- 
form zu ermoglichen . Eine weitere Aufgabe der vorliegen- 
den Erfindung besteht darin, die Wirksamkeit und Neben- 
wirkungen neuer anti-TNF gerichteter Pharmaka im Rahmen 

10 von klinischen Studien zu verf olgen . . Erf indungsgemaft wird 
ein neuer Array geschaffen bestehend aus Oligo- oder Po- 
lynukleotidsonden, die immobilisiert auf einem festen 
Trager aufgebracht sind. Verglichen mit bisher bekannten 
genomweiten DNA-Chips ist der Vorteil der Erfindung eine 

15 Kostenersparnis bei der Herstellung des Nukleinsaurear- 
rays, weil es iiberwiegend nur Gene enthalt, die zur L6- 
sung der Aufgabe der Erfindung interessant sind, was den 
Aufwand der Datenauswertung minimiert und damit verbil- 
ligt . 

20 

Erf indungsgemafl wird die Aufgabe durch einen Nukleinsau- 
re-Array gelost, auf dessen Oberflache Sequenzen einer 
Auswahl oder aller der in den Tabellen 1 bis 6 genannten 
selektiven Monozyten-Makrophagen-Gene aufgebracht sind. 

25 Anhand des Gen- oder Sequenznamens oder der Accession- 
Nummer kann die Sequenz aus offentlich zuganglichen Da- 
tenbanken, vorzugsweise GeneBank oder EMBL, ermittelt 
werden. Die Sequenzen der aus dem Array befindlichen Nuk- 
leinsauren konnen aus Genen bestehen, deren Expressions- 

30 niveau durch eine anti-TNF wirksame Therapie verandert 
wird. 

Gegebenenf alls konnen auf dem erfindungsgemaBen Nuklein- 
saure-Array weitere Gene vorhanden sein, vorteilhaft sol- 
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che, von denen bekannt ist, dass sie in jeder Zelle 
exprimiert werden und zur Grundausstattung der Zelle ge- 
horen. Die Gene, die fur diese Nukleinsauren codieren, 
werden iiblicherweise als Haushalts- oder Housekeeping- 
5 Gene bezeichnet und werden zur Normierung der erhaltenen 
Signale verwendet. Das Array kann die genannten Sequen- 
zen in Form von DNA, komplementarer RNA oder chemisch 
modif izierten Nukleinsauren, vorzugsweise PNA (protein 
nucleic acid) enthalten. 

10 

Bei den Genen oder Gensequenzen kann es sich urn krank- 
heits- und nebenwirkungsrelevante selektionierte Gene der 
rheumatoiden Arthritis oder anderer chronisch entztindli- 
cher Erkrankungen handeln, vorzugsweise aus dem Monozy- 

15 ten/Makrophagen-Zellsystem. Gegebenenf alls konnen auf 

den Oberflache des Arrays auch Allele, Derivate und/oder 
Splicingvarianten der Gen- oder Genteilsequenzen oder O- 
ligomersequenzen vorliegen. Die Obereinstimmung der Se- 
quenzen auf dem Array mit den entsprechenden Sequenzen in 

20 Tabelle 1-6 soil dabei mindestens 80 % in den Protein- 
kodierenden Abschnitten der mRNA betragen. 

Der Trager, auf den die Nukleinsauren aufgetragen werden, 
kann jeder Trager sein, der normalerweise fur RNA- oder 

25 DNA Arrays verwendet wird. Die Verfahren zum Auftragen 

und Immobilisieren der Nukleinsauren sind Stand der Tech- 
nik und dem Fachmann bekannt. Zur Kopplung der genannten 
Sequenzen kann der Trager mit reaktiven Gruppen, Metall- 
verbindungen oder Legierungen beschichtet sein. Die Gene 

30 oder Gensequenzen konnen bespielsweise durch Spottingver- 
fahren, Immobilisierungsverf ahren oder durch in-sito Syn- 
theseverf ahren von Oligomeren oder spiegelbildlich in 
Form von RNA aufgebracht werden. 
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Das erf indungsgemafte Array kann beispielsweise zur Mes- 
sung cier Monozyten/Makrophagen Aktivierung oder der Ent- 
zundungsaktivitat im Blut oder Zellgewebe bei entziindli- 
chen Erkrankungen, vorzugsweise der rheumatoiden Arthri- 
5 tis verwendet werden. Das Array kann z. B. zur Fruherken- 
nung der genannten Erkrankungen bei genetisch vorbelaste- 
ten Patienten verwendet werden, noch bevor sich klinische 
Symptome manif estieren . Ein weiterer Einsatzbereich ist 
die Feindiagnostik, vorzugsweise die Einteilung von Pati- 

10 enten in Subgruppen, die jeweils eine unterschiedliche 

Therapie und unterschiedliche Medikamente benotigen. Das 
Array kann ferner zur Therapieuberwachung, zur Verfolgung 
von Nebenwirkungen, zur Erstellung einer Prognose und 
zur Indentif izierung neuer pharmazeutischer Targets bei 

15 den genannten Erkrankungen verwendet werden. 

Dazu werden den zu untersuchenden Patienten Blut oder Ge- 
webeproben entnommen, aus denen RNA mit bekannten Stan- 
dardtechniken isoliert und gegebenenf alls als Gesamt-RNA 

20 oder Poly A+-RNA weiterverwendet wird. Mit reverser 

Transkriptase kann die RNA in cDNA umgeschrieben und da- 
bei mit einer Markierung versehen werden, z. b. einem 
Fluoreszenzf arbstof f , einem radioaktiven Nuklid oder ei- 
nem Enzym wie alkalische Phosphatase. Daneben kann die 

25 RNA direkt markiert oder unmarkiert zur Hybridisierung 

des Nukleinsaure-Arrays eingesetzt werden. Nach Hybridi- 
sierung des Arrays mit den Nukleinsaureproben und nach- 
folgenden Waschschritten kann die Bindung der Probe an 
die auf dem Array befindlichen Sequenzen mit jedem geeig- 

30 neten Verfahren analysiert werden. Im Falle einer Fluo- 
reszenzmarkierung sind dies optische Verfahren, bei ra- 
dioaktiv markieren Proben kame eine Autoradiographie zur 
Anwendung und bei einer Enzymmarkierung entzymatische 
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Nachweisverf ahren, z. B. die Umsetzung eines farblosen 
Substrates zu einem farbigen Produkt . 

Ein inverser Nachweis von f estphasengebundener Total- o- 
5 der mRNA mit den Sequenzen aus Tabelle 1-6 1st ebenfalls 
moglich. Dazu werden auf den RNA-Mikroarrays Blut- oder 
gewebsspezif ische RNA-Molekule von bis zu 500 Patienten 
gebunden. Der qualitative / quantitative Nachweis der 
Transkriptmenge relevanter Gene erfolgt dann mit den in 

10 Tabelle 1-6 beschriebenen selektionierten Genen, Ge- 

nabschnitten oder Oligomeren - Die RNA-Proben werden auf 
Kopplungstrager gespottet und setzen sich aus Total-RNA 
oder messenger-RNA zusammen. Die RNA dient dabei als Tar- 
get ftir die aus DNA-Mikroarrays abgeleiteten hoch signi- 

15 fikant exprimierten Gene nach Tabelle 1-6, die als mar- 
kierte Sonden zur Hybridisierung eingesetzt werden. Vor- 
geschlagen wird das Koppeln biotinylierter RNA oder mes- 
senger-RNA auf Streptavidin beschichteten Glastragern 
(Slides) . Nach Markierung der RNA mit Biotinderivaten, 

20 wird die RNA auf Poly-L-Lysin behandelten vorzugsweise 
aber auf mit Streptavidin beschichteten Glas- oder 
Plastikslides durch Spotting aufgebracht und getrocknet. 
Eine Degradation der RNA wird so verhindert. Alternativ 
bietet sich eine kovalente Kopplung der RNA durch Bindung 

25 an reaktive Tragermaterialien an, die vorzugsweise durch 
UV-Bestrahlung katalysiert wird. Zusatzlich ist eine mul- 
tiple, gleichzeitige Markierung verschiedener Gene, Ge- 
neinheiten oder Oligomere mit verschiedenen Markierungs- 
Spezies, z.B. Radioaktivitat , Fluoreszein, Digoxigenin 

30 und enzymatischen Markierungen vorteilhaft. 

Parallel unterschiedliche Markierungen der Sonden mit un- 
terschiedlichen Fluoreszenzf arbstof f en sind moglich. Al- 
ternativ sind enzymatische oder aber radioaktive Sonden- 
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markierungen zu nennen.Zur Quantif izierung und Qualitats- 
kontrolle werden markierte Haushaltsgene (alpha-, beta, 
gamma-Aktin, GAPDH usw.) eingesetzt. Bevorzugt wird der 
Nachweis hier parallel und gleichzeitig mit maximal 50 
5 Gensonden pro Ansatz gleichzeitig durchgef uhrt . 

Neben der Vereinf achung der biometrischen Analyse durch 
Kopplung von RNA Spezies an Tragermaterialien erlaubt 
dieses System eine schnelle Diagnostik und bietet eine 
10 komplexe fur den Patienten individuell schnelle Diagnos- 
tik, Prognostik und Therapiesteuerung. Insbesondere bei 
pharmakologischen Entwicklungsstrategien erlaubt das Sys- 
tem eine schnelle Durchfiihrung mit hohem Durchsatz. 

15 Die folgenden Beispiele und Abbildungen dienen nur zur 
Erlauterung und beschranken in keiner Weise den Umfang 
der Erfindung. 

1. Isolierung von Monozyten 
20 Im hier angewandten Verfahren wurde die Auswahl selekti- 
ver hochreiner Monozyten des peripheren Blutes benutzt, 
urn eine Aussage 1.) zur Krankheitsspezif itat , 2.) der An- 
wendung des Therapeutikums anti-TNF-alpha, als "Biologi- 
cal", 3.) im Vergleich zum Gesunden Probanden, als auch 
25 4.) zur Bewertung von anti-TNF-alpha relevanten gendiag- 
nostischen Moglichkeiten, zu ermoglichen. Dabei wurden 
die peripheren Blut-Leukozyten aus peripherem Blut durch 
eine Fikollgradienten-Dichtezentrif ugation angereichert . 
Diese Fraktion, die individuell unterschiedliche Zusam- 
30 mensetzung aus Monozyten (5-12%), CD4+ T-Zellen (85-92 
%), CD8+ T-Zellen (5-10%), NK-Zellen (2-5%), basophilen 
und neutrophilen Granulozyten aufweist, wurde zur Gewin- 
nung spezifischer Monozytenf raktionen weiteren Reini- 
gungsschritten unterzogen. Hierbei kamen sowohl Negativ- 
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selektionen, bei denen samtliche andere Zellf raktionen 
iiber magnetische Beads-Antikorper Wechselwirkungen ent- 
fernt werden, als auch Positivselektionen durch CD14 + 
Markierung iiber magnetische Beads Oder aber FACS Zellsor- 
tierungsverf ahren zum Einsatz. Bei beiden Verfahren erga- 
ben sich Monozyten-Zellreinheiten von ca . 96 %. 



2 . RNA-Gewinnung 
Die reinen Monozytenf raktionen wurden in RNA-Lysepuf f er 
aufgenommen und die RNA dann iiber einen kommerziell er- 
haltlichen RNA Reinigungskit (Qiagen) gereinigt. Die RNA 
wurde iiber etablierte cDNA Umschreibemethoden durch re- 
verse Transkription in cDNA umgeschrieben und dann einem 
weiteren linearen Amplif ikationsschritt durch das ange- 
wandte "Eberwine Protokoll" zur Herstellung von aRNA 
( amplif izierte RNA) unterzogen. Die Quantitat und Quali- 
tat der RNA, cDNA, und aRNA wurde jeweils durch Gele- 
lektrophorese, photometrische Bestimmung und uber Messun- 
gen mit dem Bioanalyzer 2100 (Fa. Agilent) verifiziert. 

3. Affymetrix Chip Hybridisierung 
Fur Expressionsanalysen werden im System der Firma Affy- 
metrix spezifische direkt aus Datenbanksequenzen abgelei- 
tete Oligonukleotide als DNA-Proben verwendet . Diese wer- 
den auf dem Array mit Targets aus f luoreszenz-markierten 
revers transkribierten Proben in Form von cDNA oder mit 
linear amplif izierten Proben in Form von aRNA hybridi- 
siert . 

Die Hybridisierung des genomweiten Af f ymetrix-Arrays (U- 
133A) und weitere Bearbeitung erfolgt maschinell unter 
Standardbedingungen nach Angaben des Herstellers Affy- 
metrix in einem speziellen Hybridisierungs- und Waschge- 
ratgerat mit den speziellen Puffern. Genexpressionsmuster 
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werden nach Hybridisierung uber das Verhaltnis der Fluo- 
reszenzintensitaten bei einer bestimmten Wellenlange er- 
stellt . Solche Hochdurchsatz-Expressionsanalysen erlauben 
Vergleiche der Expressionsmengen von Genen gleichzeitig 
5 in gesundem und krankem Personen oder Vergleiche der Ge- 
nexpression vor und nach Arzneimittelzugabe zur Risikoab- 
schatzung ( Pharma-/Toxikogenomik) , zur Feindiagnostik und 
Abschatzung der Komplexitat von Erkrankungen . 

10 

4 . Datenauswertung 
Zum Einsatz kamen dabei aRNA Proben aus peripheren Blut- 
Monozyten 1.) gesunder Blutspender, 2.) chronisch aktiver 
Patienten mit rheumatoider Arthritis vor Behandlung und 

15 3.) nach Behandlung mit TNF-alpha Antikorpern. Der Be- 
handlungserf olg wurde uber laborklinisch eindeutige Para- 
meter und nach den klinisch anzuwendenden Kriterien der 
internationalen gultigen Parameteruntersuchungen (ACR- 
Kriterien) abgeschatzt. Ziel und Zweck dieser Dreigrup- 

20 penuntersuchung war es, charakteristische Genexpressionen 
in folgenden Gruppendef initionen f estzustellen : 



1. Eine genregulatorische Krankheitsspezif itat bei der 
25 aktiven unbehandelten rheumatoiden Arthritis,, im 

Vergleich zur Genexpression gesunder Probanden. 

2. Eine genregulatorisch spezifische Interpretation 
der anti-TNF-alpha-Behandlung zu charakterisieren 

30 und eine Bewertung der Behandlung im Vergleich zur 

Genexpression der aktiven unbehandelten Krankheit 
und im Vergleich zur Genexpression der gesunden 
Probanden durchzuf iihren . 
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3. Die Bewertung von Nebenwirkungen durch das Medika- 
ment="Biological" anti-TNF zu gewahrleisten . Hier- 
bei wurde die spezifische Genexpression der anti- 
TNF-alpha behandelten Patienten mit rheumatoider 
5 Arthritis mit der Genexpression der unbehandelten 

selben Patienten, und der von gesunden Blutspender 
verglichen. 

Die Bearbeitung und Messung der einzelnen Genexpressionen 
10 innerhalb des genomweiten humanen Af f ymetrix-Arrays (U- 
133A) erfolgte innerhalb des zugehorigen Affymetrix 
Hybridisierungs-/ Wasch- und Auslesegerat - System. Die 
Auswertung vollzieht sich in 4 Schritten: 

15 1. Bestimmung der bei der Expressionsanalyse detek- 

tierten signif ikanten Gene, z. B. durch die ^Fold- 
Change Method" oder SAM (^Significance Analysis of 
Microarrays") . 

20 2. Separation der signif ikanten Gene in verschiedene 

Sub-Populationen auf der Grundlage der Untersuchung 
der Expressionseigenschaf ten dieser Gene mittels 
Cluster-Analyse mit Verfahren wie ^Hierarchical 
Clustering", „Self -Organizing Maps" oder „k-Means- 

25 Clustering". 

3- Auswertung des Verhaltens der signif ikanten Gene 
innerhalb der Cluster unter Einbeziehung der klini- 
30 schen Inf ormationen (rheumatoide Arthritis (RA) , an- 

ti-TNF-Therapie) und nach den Erf ahrungswerten von 
Spezialisten . 



WO 2004/016809 




PCT/DE2003/001822 



4, Zuordnung der beteiligten Gene nach biologischen 
Pathways . 



Allgemeines Verhalten der signifikanten Gene innerhalb der Cluster: 



NS 



RA 



NS 



RA 



RA Therapie 



ohne genregula- 
torische 
Wirkung bei der 
RA 




Positiver 
Behandlungsef f ekt 



J 



Nebenwi r kungen 
der anti-TNF- 
alpha Therapie 



RA Therapie 



Krankheits- 
spezif isch 



Abb. Is schematische Darstellung der Clusteranalyse 



10 Das Genexpressionsverhalten eines gesunden Normalspenders 
(NS) sowie und eines aktiven Patienten mit rheumatoider 
Arthritis (RA) vor und nach einer anti-TNF-alpha Therapie 
wurden mittels Clusteranalyse verglichen. Die Ergebnisse 
sind in den Abbildungen 1 und 2 dargestellt. 



15 




Abb. 2: Clusteranalyse anhand realer Daten. 
Dargestellt sind die Genexpressionen der Clusteranalyse 
(n=6 Cluster) . Die Anzahl der beteiligten Gene ist in 
5 Klammern wiedergegeben . Als Ergebnis der Clusteranalyse 
erhalt man zusatzlich zum durchschnittlichen Genexpressi- 
ons-Verhalten aller in einem Cluster befindlichen Gene 
ein Vertrauensintervall . 

Die Cluster weisen dabei folgende Charakteristiken auf : 

10 

CLUSTER-1: Die krankheitsspezische Genexpression ist 

kleiner im Vergleich zum Gesunden, die anti- 
TNF-Behandlung ist hier ohne genregulatorische 
Wirkung . 

15 

CLUSTER-2 : Nebenwirkungen : Dargestellt durch die Me- 

dikamentenwirkung der Anti-TNF-alpha Behandlung be- 
steht eine verminderte Expression der zugehorigen 
Gene beim behandelten Patienten. 



CLUSTER-3: Die krankeitsspezif ische Genexpression 

grolier im Vergleich zum Gesunden. Die anti-TNF- 
alpha Behandlung zeigt einen positiven Effekt. 
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CLUSTER-4: Die krankheitsspezif ische Genexpression 

ist kleiner im Vergleich zum Gesunden. Die anti-TNF 
Behandlung zeigt einen positiven Ef f ekt . 

CLUSTER-5: Nebenwirkungen : Dargestellt durch die Me- 

dikamentenwirkung der anti-TNF-alpha Behandlung be- 
steht eine erhohte Expression der zugehorigen Gene 
beim behandelten Patienten. 

CLUSTER-6: Die krankheitsspezische Genexpression is 

grofier im Vergleich zum Gesunden. Die anti-TNF 
alpha Behandlung ist hier ohne genregulatori 
sche Wirkung . 

In den Tabellen 1-6 sind die in den oben beschrieben 
Clustern enthaltenen Gene zusammen mit der Affymetrix Be 
zeichnung (links) und ihrer definierten GeneBank- 
Accession Nummer inkl . einer Beschreibung aufgeftihrt. 
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gb:NMJ)16129.1 /DEF=Homo sapiens COP9 complex subunit 4 (L0C51138), mRNA. /FEA=mRNA /GEN=LOC51138 /PR0D=C0P9 complex subunit 4 
/DB XREF-gi .7705844 /UG^Hs.6671 C0P9 complex subunit 4 /FL=gb:BC004302.1 gb:AF100757 .1 gb:NM 016129.1 


Consensus includes gb:BG035116 /FEA-EST /DB XREF»gi: 12428927 /DB XREF=est: 602324 811F1 /CLONE°IMAGE: 4 412907 /UG=Hs.6557 zinc finger protein 
161 /FL°gb:D28118.1 gb:NM 007146.1 


gb:NM_018108.1 /DEF=Homo sapiens hypothetical protein FLJ10483 (FLJ10483), mRNA. /FEA-mRNA /GEN°FLJ10483 /PROD-hypothetical protein 
FLJ10483 /DB XREF-gi : 8922451 /UG=Hs.6877 hypothetical protein FLJ10483 /FL=gb:NM 018108.1 


Consensus includes gb:AI422099 /FEA-EST /DB XREF=gi: 4268030 /DB XREF«=est : tf 57h09 . xl /CLONE-IMAGE: 2103425 /UG«Hs. 14570 hypothetical protein 
FLJ22530 


Consensus includes gb:AW161626 /FEA-EST /DB XREF=gi: 6300659 /DB XREF«est:au68bll.xl /CLONE-IMAGE: 2781405 /UG~Hs. 21739 Homo sapiens mRNA; 
cDNA DKFZp586ll518 (from clone DKFZp586I1518) 


Consensus includes gb:BE349584 /FEA-EST /DB XREF-gi: 9261437 /DB XREF=est:ht55hl2.xl /CLONE=IMAGE: 3150695 /UG=Hs.7145 calpain 7 
/FL=gb:AB028639.1 gb:NM 014296.1 


gb:NM__005089.1 /DEF-Homo sapiens U2 small nuclear ribonucleoprotein auxiliary factor, small subunit 2 (U2AF1RS2) , mRNA. /FEA=mRNA 
/GEN-U2AF1RS2 / 

PR0D=U2 small nuclear ribonucleoprotein auxiliaryf actor, small subunit-related protein 2 /DB XREF-gi: 4827045 /UG=Hs. 171909 U2 small nuclear 
ribonucleoprotein auxiliary factor, small subunit 2 /FL=gb:D49677.1 gb:NM 005089.1 
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Consensus includes gb:AA156777 /FEA«EST /DB_XREF~gi: 1728392 /DB_XREF*est:zll8c08.sl /CLONE=IMAGE:502286 /UG-Hs. 25431 KIAA1219 protein 


gb:AF106069.1 /DEF=Homo sapiens deubiquitinating enzyme (UNPH4) mRNA, complete cds. /FEA=mRNA /GEN=UNPH4 /PROD=deubiquitinating enzyme / 
DB XREF-gi: 5814096 /UG-Hs . 23168 ubiquitin specific protease 15 /FL=gb:AF013990.1 gt;:AF106069.1 


gb:NM_001521.1 /DEF-Homo sapiens general transcription factor IIIC, polypeptide 2 (beta subunit, llOkD) (GTF3C2), mRNA. /FEA-mRNA j 
/GEN-GTF3C2 /PROD»general transcription factor IIIC, polypeptide 2 (beta subunit, llOkD) /DB XREF«=gi: 4504204 /UG-Hs. 7 5782 general transcrip- 
tion factor IIIC, polypeptide 2 (beta subunit, llOkD) /FL=gb:D13636.1 gb:NM 001521.1 


Consensus includes gb:BG260519 /FEA-EST /DB XREF-gi: 12770335 /DB XREF~est: 602372065F1 /CLONE-IMAGE: 4480024 /UG-Hs. 129952 KIAA0560 gene 
product 


Consensus includes gb:AB014548.1 /DEF-Homo sapiens mRNA for KIAA0648 protein, partial cds. /FEA-mRNA /GEN-KIAA0648 /PROD-KIAA0648 protein / 
DB XREF=gi:3327109 /UG«Hs. 31921 KIAA0648 protein 


;gb:NM_0 18 130.1 /DEF-Homo sapiens hypothetical protein FLJ10539 (FLJ10539), mRNA. /FEA-mRNA /GEN-FLJ10539 /PROD-hypothetical protein 
FLJ10539 /DB XREF-gi: 8922499 /UG-Hs. 93391 hypothetical protein FLJ10539 /FL=gb:NM 018130.1 


Consensus includes gb:AL050226.1 /DEF-Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp586M2023 (from clone DKFZp586M2023) ; partial cds. /FEA-mRNA 
/GEN°DKFZp586M2023 /PROCMiypothetical protein /DB XREF-gi: 48844 69 /UG-Hs. 247309 succinate-CoA liaase, GDP-formino. beta subunit 


Consensus includes gb:AD001527 /DEF-Homo sapiens DNA from chromosome 19-cosmid f 24590 containing CAPNS and P0L2RI, genomic sequence 
/FEA=CDS 3 /DB XREF=gi: 1905899 /UG-Hs. 31053 cytoskeleton-associated protein 1 


gb:NM_014B10.1 /DEF-Homo sapiens KIAA0480 gene product (KIAA0480), mRNA. / FEA-mRNA /GEN-KIAA0480 /PROD-KIAA0480 gene product 

/DB XREF-gi: 7 662155 /UG-Hs. 92200 KIAA0480 gene product /FL=gb:AB007949.1 gb:NM 014810.1 ! 


Consensus includes gb:BF673888 /FEA-EST /DB XREF«gi: 11947783 /DB XREF-est: 602137554 Fl /CLONE-IMAGE: 4274077 /UG-Hs. 129951 speckle-type POZ 
protein /FL-gb:BC001269. 1 


r» 

M 

o 
a 

CD 
U 
CD 
M 

CD 
A£ 
•H 

rH 

J 

rH 
rH 
O 

4-» 

QH 

o • 

DC CM 
On O 

r- 
m 

00 CM 
CM Cu 
rH rtj 

3i5 
3 01 

a tH 

S5 . 
CJ CM 

e> vd 
\ in 

VD 
rtj tH 
Z O 

$ -9, 

lu CP 
tH 

S VO 

e o 

«. CM 

S"S 

CM XI 

tH cn 
O Cm 
r- 

r- 

u 

H O 
O 4-1 

p a 
a a) 

CD u 

0 0) 
CD M 
M 

CD 
CD M 
^ *H 

•rt rH 

H 1 

1 rH 
rH rH 

tH O 
O 4J 
4-» 

CM 

co m 

C rH 

cd cn 
•H r- 

ttrH 

to ■ 

W CO 

ac 

Is 

O t3 

ac \ 

Cu CM 

cj cn 
Q o 

WO 

o 
rH r- 
• p- 

CM •• 
VO -H 

m cn 

VO || 
rH Cu 

°i8 
I s 

.. eg 
X» Q 


jb:NM_019018.1 /DEF=Homo sapiens hypothetical protein (FLJ11127), mRNA. /FEA«mRNA /GEN-FLJ11127 /PROD-hypothetical protein 
/DB XREF-gi: 9506640 /UG=Hs. 91165 hypothetical protein /FL=gb:NM 019018.1 
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)B XREF=gi:5689488 /UG-Hs. 154525 KIAA1076 protein 


jb:AF267865.1 /DEF-Homo sapiens DC41 mRNA, complete cds. /FEA-mRNA /PR0D-DC41 /DB XREF-gi: 12006056 /UG-Hs. 271623 nucleoporin 50 kD 
'FL=gb:AF267865.1 gb:AF107840.1 gb:NM 007172.1 gb:AF116624 .1 ~ ) 
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Patentanspruche 

1. Array bestehend aus Oligo- oder Polynukleotidson- 

den, die immobilisiert auf einem festen Trager auf- 
5 gebracht sind, dadurch gekennzeichnet, dass auf der 

Oberflache Sequenzen einer Auswahl oder aller der 
in den Tabellen 1-6 genannten selektiven Monozyten- 
Makrophagen-Gene gebunden sind. 

10 2. Array nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dass 
gegebenenf alls zus&tzlich weitere Gene verwendet 
werden, von denen bekannt ist, dass sie in jeder 
Zelle exprimiert werden und zur Grundausstattung 
einer Zelle gehoren. 

15 

3. Array nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeich- 
net, dass mit den genannten Genen komplementare RNA 
auf der Oberflache des Arrays gebunden ist zum in- 
versen Nachweis liber die in den Tabellen 1-6 darge- 

20 stellten Gene oder Gensequenzen. 

4. Array nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Gene, deren Teil- und Oligomersequen- 
zen krankheits- und nebenwirkungsrelevante selekti- 

25 onierte Gene der rheumatoiden Arthritis oder ande- 

rer chronisch entztindlichen Erkrankungen vor und 
nach anti-TNF-Therapie sind. 

5. Array nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeich- 
30 net, dass die Gene, deren Teilsequenzen und Oligo- 
mer- sequenzen krankheitsspezif isch regulierte Gene 
des Monozyten/Makrophagen-Z ell systems sind. 
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6. Array nach Anspruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass auf der Oberflache gegebenenf alls auch Allele , 
Derivate und/oder Splicingvarianten der Gen- bzw. 
Genteilsequenzen und Oligomersequenzen vorliegen. 

5 

7. Array nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass es auf der Oberflache Gensequenzen enthalt, die 
mindestens eine Teil-Sequenzidentitat von 80 % in 
den Protein-kodierenden Abschnitten der mRNA besit- 

10 zen. 

8. Array nach Anspruch 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Oberflache der Trager mit reaktiven Grup- 
pen, Metallverbindungen oder Legierungen beschichtet 

15 ist. 

9. Array nach Anspruch 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Gene oder Gensequenzen durch Spottingver- 
fahren von cDNA, Inunobilisierungs-verf ahren und Syn- 

20 theseverf ahren von Oligomeren oder spiegelbildlich 

in Form von RNA aufgebracht sind. 

10. Verwendung des Arrays nach Anspruch 1 bis 9 mit Pro- 
ben, die zum Nachweis Fluoreszenzf arbstof f-, Enzym-, 

25 Protein- oder radioaktiv markiert sind und eine 

Verstarkung zulassen . 

11 • Verwendung des Arrays nach Anspruch 1 bis 9 mit Pro- 
ben, dadurch gekennzeichnet, dass die Verstarkung 
30 der Signale iiber gekoppelte alkalische Phosphatase, 

Peroxidase, Biotin Digoxigenin-, Proteinmolekiile, 
(Edel-) Metallchelate oder Beads erfolgt. 
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12. Verwendung des Arrays nach Anspruch 1 bis 9 mit Pro- 
ben, dadurch gekennzeichnet, dass zur zusatzlichen 
Verstarkung der Signale Streptavidin, (Edel-) Metall- 
chelate, Beads oder Antikorper eingesetzt werden. 

5 

13. Verwendung des Arrays nach Anspruch 1 bis 9 zum in- 
versen Nachweis f estphasengebundener Total-RNA oder 
messenger-RNA. 



10 14. Verwendung des Arrays nach Anspruch 1 bis 9 zur Mes- 
sung der Monozyten/Makrophagen-Aktivierung oder der 
Entzundungsaktivitat im Blut oder im Zellgewebe. 

15. Verwendung des Arrays nach Anspruch 1 bis 9 zur 

15 Feindiagnostik sowie zur Friiherkennung von entzund- 

lichen Erkrankungen und der rheumatoiden Arthritis. 

16. Verwendung des Arrays nach Anspruch 1 bis 9 zur Ver- 
folgung von Nebenwirkungen bei der anti-TNF-Therapie 

20 von entzlindlichen Erkrankungen und der rheumatoiden 

Arthritis . 

17. Verwendung des Arrays nach Anspruch 1 bis 9 zur 0- 
berwachung der Therapie und Erstellung einer Progno- 

25 se bei entziindlichen Erkrankungen und der rheumatoi- 

den Arthritis. 



18 . Verwendung der Arrays nach Anspruch 1 bis 9 zur I- 

dentif izierung von pharmazeutischen Targets bei ent- 
30 zimdlichen Erkrankungen und der rheumatoiden Arthri- 

tis . 
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19. Verwendung der Gene oder Gensequenzen nach Tabelle 
1-6 zu Einzelgennachweisverfahren, vorzugsweise re- 
verse Transkriptions-PCR (RT-PCR) - 

20. Verwendung der Gene oder Gensequenzen nach Tabelle 
1-6, dadurch gekennzeichnet, dass sie mit einer Mar- 
kierung oder einer Reporterf unktion ausgestattet 
sind. 

21. Verwendung der Gene oder Gensequenzen nach Tabelle 
1-6 zura reversen Nachweis f estphasengebundener To- 
tal-RNA oder messenger-RNA in einem RNA-Array mit 
bis zu 500 Gewebs- und/oder Blutproben. 
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array consisting of at least one of the genes specified in tables 
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B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter MindestprOfstoff (Klassifikationssystem und Ktasslfikationssvmboie ) 
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Bd. 43, Nr. 4, April 2000 (2000-04), 

Seiten 775-790, XP002255228 

das ganze Dokument 



HELLER R A ET AL: "Discovery and analysis 
of i nf 1 arrmatory disease-related genes 
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PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA, NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCE. WASHINGTON, US, Nr. 94, Seiten 
2150-2155, XP002076789 
ISSN: 0027-8424 
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Weitere VerOff enttichungen sind der Fortsetzung von FeW C zu 
entnehmen 



□ 



Siehe Anhang PatentfamiUe 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" VerOffentlichunp. die den allgemeinen Stand derTechnikdefiniert, 

aber nicht ats besonders bedeutsam anzusehen 1st 
"E* afteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 

Anmeldedatum verOffentlicht worden ist 

•L" VerOffentfichung.diegeeignetist.einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen. oder durch die das VerOffentlfchungsdatum einer 
anderen Im RecherchenbericM genannten VerOffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefOhrt) 

"O" VerOffentlichung, die sich auf elne mOndliche Offenbarung, 
™ w 8 ^ 8 ®""? 00 ^ eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
P^ VerOffentlichung, die vordem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum verOffentlicht worden ist 



Datum des Abschlusses der internationaien Recherche 



23. September 2003 



T Spatere VerOffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
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Anrneldung nicht kollidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
^So^ n a^ U egeben "s? 8 "*' 1 Prin2lps oder der lhr zugrundeDegenden 

" X " \?J?If e ?,^ hur JP wn besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erflndung 
kann alletn aufgrund dieser VerOffentlichung nicht als neu Oder auf 
erfinderischer Tatigkert beruhend betrachtet warden 

"Y" VerOffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erflndung 
kann nicht ats auf erfinderischer Tatigkeh beruhend betrachtet 
werden. wenn dte VerOffentlichung mrt einer oder mehreren anderen 
VerOffentnchungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung for einen Fachmann naheliegend 1st 
VerOffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Absendedatum des internationalen Recherche nbenchts 

2 7. 01. 2004 



Name und Postanschrift der Internationalen RecherchenbehOrde 

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NIL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Bort, S 



Formttatt PCT/lSA/210 (Blatt 2) (Jul! 1992) 



INTERNATIO 



R RECHERCHENBERICHT 



C.(Fortseming) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Internationales Aktenzalcnen 

(^/DE 03/01822 



Kategorie" Bezeichnung der Veroffentlichung, sowelt erf oidertich unler Angabe der in Betracru kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



SMEETS ET AL.: "Quantitative analysis of 
chemokine expression in rheumatoid 
synovial tissue after treatment with 
anti-TNF and IFN-beta" 
ARTHRITIS AND RHEUMATISM, 
Bd. 42, Nr. 9, September 1999 (1999-09), 
Seite s93, XP008022391 
Zusammenfassung 



DATABASE EBI [Online] 

7. Januar 1995 (1995-01-07), 

TRUCCO: "Human MHC clas II DG-beta 

associated with DRw6, DQwl protein, 

complete cds." 

XP002255230 

Database accession no. M17565 



FormWatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (Jul! 1992) 



INTERNA!! 



R RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

MpCT/OE 03/01822 



Feld I Bemerkungen zu den AnsprGchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemSB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden GrOnden fur bestimmte AnsprOche kein Recherchenbericht erstellt: 
1-11 AnsprOche Nr. 

— weil sie sich auf Gegenst&nde beziehen, zu deren Recherche die Beh6rde nicht verpfiichtet 1st, n&mlich 



2. AnsprOche Nr. 

— weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle intemationale Recherche nicht durchgefOhrt werden kann, namiich 



3. AnsprOche Nr. 

— weil es sich dabei um abhangige AnsprOche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaOt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 



Die intemationale Recherchenbeh&rde hat festgestellt, daB diese intemationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 

siehe Zusatzblatt 



Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherche ngebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
intemationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren AnsprOche. 



2 | I Da fOr alle recherchierbaren AnsprOche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefOhrt werden konnte, der eine 
• I — I ZUS atzliche RecherchengebOhr gerechtfertigt hatte, hat die Beh&rde nicht zur Zahlung einer solchen GebOhr aufgefordert. 



3. I I Da der Anmelder nur einige der erforderUchen zusatzlichen RecherchengebGhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

I ' intemationale Recherchenbericht nur auf die AnsprOche, fOr die GebOhren entrichtet worden sind, namiich auf die 

AnsprOche Nr. 



4. I y | Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen RecherchengebOhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationale Recher- 
^A ~"^ chenbericht beschrankt sich daher auf die in den AnsprGchen zverst erwShnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprOchen er- 
faBt: 

1-21 (alle teilweise) 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs | [ Oie zusatzlichen GebOhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt 

( ~| Die Zahfung zusatzlicher RecherchengebOhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1998) 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE 03 /01822 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt* dass diese 
international Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
namlich: 

1. Anspriiche: 1-21 (alle teilweise) 

Erfindungen 1-1500 



Array bestehend aus mindensten eines der in Tabellen 1-6 
aufgefiihrten Gene; und verwendung des Arrays, 

wo die Sequenz des Gens entsprechendes Genebank accession 
no. ist: 

-fur Erfindung 1: M17565.1 
-fttr Erfindung 2: XO0452.1 
-fur Erfindungen 3-1500: BF338947-NMJD15957.1 



